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RESUMEN

FemPure es un diagnosticador de infecciones vaginales compuesto por
componentes biolégicos multidosis. Se estudié su estabilidad en condiciones reales
de conservacion durante el uso hasta agotar el contenido del frasco y a largo plazo
por 24 meses. Durante la estabilidad en uso los indicadores de la calidad
mantuvieron los valores en los limites de aceptacion establecidos. A largo plazo los
latex-anti T.vaginalis y anti C. albicans conservaron las propiedades fisicas, la
detectabilidad y valores de sensibilidad y especificidad mayores del 90 %. El latex-
anti G. vaginalis a los 18 meses no detect6é G. vaginalis a la concentracion
establecida como limite de deteccion, lo que coincidié con la disminucién de la
sensibilidad hasta 71 %. Se conserv6 por primera vez una mezcla estable de
suspensiones celulares compuesta por bacteria, levadura y parasito como control
positivo. El control positivo a los 24 meses disminuy6 su funcionamiento por dafo
celular del parasito T. vaginalis. Se establecié 12 meses como tiempo de validez del
producto.

Palabras clave: Estabilidad durante el uso, estabilidad a largo plazo,
diagnosticador, infecciones vaginales.
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ABSTRACT

RemPure is a diagnosis tool for vaginal infections composed of multidose biological
compounds. Its stability level under real conditions of preservation during from its
use to selling-out of content and long-term at 24 hours was studied. During use of
stability, quality indicators remain values within established acceptation limits.
T.vaginalis and anti-C.albincans maintained physical properties, detection
parameters, and sensitivity and specificity values over 90 %. The use of latex-anti
G vaginalis at 18 months fails in the detection of this parasite at established
concentration to detection limit, coinciding with decrease in sensitivity up to 71 %.
We preserved an stable mix of cellular suspensions composed of bacterium, yeast,
and parasite as a positive control. This control at 24 months decreases its
functioning by cellular damage caused by T.vaginalis parasite.

Key words: Stability during its use, long-term stability, diagnosis tool, vaginal
infections.

INTRODUCCION

La estabilidad de los productos biofarmacéuticos es una etapa imprescindible en el
disefio de nuevos productos. Los estudios preliminares de estabilidad acelerada y
en condiciones de estrés de los productos biolégicos aportan informacién
complementaria sobre la estabilidad del producto; sin embargo, para avalar las
condiciones de almacenamiento y tiempo de validez se exige realizar el estudio en
condiciones reales de conservacion a largo plazo. Una situacién particular presenta
los productos multidosis que requieren comprobar su estabilidad durante el tiempo
de uso después de la apertura del frasco.!

FemPure es un diagnosticador inmunoldgico para vaginitis infecciosa que tiene 3
reactivos formados por particulas de latex unidas a anticuerpos especificos capaces
de detectar Trichomonas vaginalis, Candida spp y Gardnerella vaginalis, un latex
control negativo conjugado con inmunoglobulinas de animales no inmunizados para
detectar reacciones inespecificas, control negativo y control positivo ambos para el
control interno de la calidad del ensayo.

El caracter bioldgico de los componentes del FemPure y la forma multidosis de
presentacion definieron como objetivo de trabajo realizar los estudios de estabilidad
durante el uso y a largo plazo en condiciones reales de conservacion.

METODOS

Se estudio la estabilidad de 3 lotes producidos a escala industrial de cada
componente durante el uso y a largo plazo? en condiciones reales de conservacion
de 2 a8 °C.
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La estabilidad durante el uso se realizé por 60 d hasta agotar el contenido del
frasco multidosis. Se evaluaron 2 frascos por lote de cada componente con una
frecuencia de 7 d para los latex unidos a anticuerpos (latex-Ac) y una frecuencia de
15 d para los controles internos del ensayo. Los componentes se consideraron
estables cuando cumplieron los criterios de aceptaciéon establecidos (tabla 1).

Tabla 1. Criterios de aceptacidn para considerar un componente estable durante
la estabilidad en uso en condiciones reales de conservacidn

Componente Control positivo Control negativo

aglutina Mo aglutina

Latex-Ac especifico {escala arbitraria 2 w 3 cruces) | (escala arbitraria 0 y 1 cruz)

Latex-Ac contral negativo Mo aglutina Mo aglutina
Componente Latex-Ac especifico Latex-Ac control negativo
Control positivo triple aglutina Mo aglutina
Control negativo Mo aglutina Mo aglutina

La estabilidad a largo plazo de los componentes se evalu6 a los O, 6, 12, 18 y 24
meses. Se emplearon los criterios de aceptacién utilizados en la estabilidad en uso
y se incorporaron otros basados en las caracteristicas fisicas de los componentes,?®
como facil resuspension de la suspension de latex-Ac y del control positivo, asi
como ausencia de turbidez y medicién de pH= 7,0 £+ 0,5 del control negativo. Se
comprobo el limite de detecciéon de los latex-Ac con el empleo de suspensiones
celulares de cada microorganismo a una concentracion entre 1 x 10y 1 x 10’
UFC/mL (células/mL para T. vaginalis), y se determinaron los indicadores de
funcionamiento sensibilidad y especificidad clinicas calculados con 60 muestras de
un panel de referencia compuesto por muestras positivas y negativas (50 %), se
emplearon muestras contaminadas de forma artificial en los casos de baja
prevalencia de la infeccién.*

Se utilizé andlisis de proporciones del paquete estadistico Statistica version 6,0
para comparar los valores de sensibilidad y especificidad clinicas obtenidos al inicio
y a diferentes tiempos del estudio de estabilidad para evaluar el desempefio del
diagnosticador.

RESULTADOS

Los indicadores de calidad para los 3 lotes de los componentes del diagnosticador
mostraron resultados comprendidos en los limites de aceptacion establecidos para
la estabilidad en uso durante 60 d hasta agotar el contenido del frasco.

Los latex-anti T. vaginalis y latex-anti C. albicans a los 24 meses mantuvieron las
propiedades fisicas como suspensiéon blanca de facil resuspensién que no presentd
autoaglutinacion, conservaron su funcionamiento frente a los controles internos de
la calidad, sin variaciones de la sensibilidad, la especificidad y la detectabilidad en
el limite de deteccidon de la prueba. Los 3 lotes de latex-anti G. vaginalis
conservaron las propiedades fisicas de la suspension y la especificidad a los 18
meses (tabla 2), pero perdieron la capacidad de detectar G. vaginalis a la
concentracion de 1 x 10° UFC/mL establecida como limite de deteccion de la
prueba, resultado que coincidié con una disminucion significativa de la sensibilidad
que continué decreciendo hasta los 24 meses.
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Tabla 2. Sensibilidad v especificidad durante la estabilidad a largo plazo
del diagnosticador

Sensibilidad clinica (90

Componente Inicio b meses 12 meses 18 meses 24 meses
Latex anti G, vaginzlis 88,5 a5,6 83,3 71,0% 66, T*
Latexr anti C. athicans 96,7 100 100 94,5 gz,9
Latex anti 7. vaginalls 100 100 100 08,5 100

Especificidad clinica {%)

Componente Inicio 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
Latex anti G. vaginalis 03,4 96,7 100 100 100
Latex anti C. atbicans 96,6 98,7 90,0 Q6,4 96,7
Latex anti 7. vaginalis 99,6 100 100 100 100

*Diferencia significativa (p < 0,001,

El control positivo triple se mantuvo durante los 24 meses como una suspension
semitransparente de facil resuspension que aglutiné fuerte con los latex anti G.
vaginalis y latex anti C. albicans (escala arbitraria de 3 cruces); sin embargo,
ocurrié una disminucion de la reaccion frente al latex anti T. vaginalis con una
aglutinacion débil en los 3 lotes (escala arbitraria de 1 cruz), situacién que se
agravo al extender el tiempo de evaluacion hasta los 27 meses con ausencia de
aglutinacion (escala arbitraria de O cruz). Por otra parte, el control negativo resulté
estable durante los 24 meses de estudio, mantuvo las propiedades de solucidon
transparente sin precipitado y valores de pH= 7,0 + 0,32 que cumpli6 con la
especificacion establecida.

DISCUSION

Las condiciones de manipulacién diaria con las variaciones de la temperatura de
conservacion (2 a 8 °C) por la temperatura de ejecuciéon de las evaluaciones que se
consideré como la ambiente del pais (30 & 2 °C), no influyeron sobre los resultados
durante la estabilidad en uso hasta el agotamiento de los frascos.® El
comportamiento observado demostroé la robustez del diagnosticador en las
condiciones de trabajo diario del laboratorio.®

El desemperfio de los latex-anti T. vaginalis y anti C. albicans con los controles de la
calidad, la conservacion de los valores de la sensibilidad, la especificidad y el limite
de deteccién evidenciaron su estabilidad durante 24 meses. La suspension de latex
anti G. vaginalis aunque mantuvo sus propiedades fisicas, disminuy6 su desempefo
a partir de los 18 meses con una menor detectabilidad y sensibilidad, indicadores
asociados a la pérdida de la capacidad para detectar muestras positivas, deficiencia
que se observé en muestras con baja concentracion del agente infeccioso, sin
embargo se detectaron muestras con alta concentracién del microorganismo que
son frecuentes en pacientes sintomaticos.”®

Se considera que el suero policlonal anti G. vaginalis obtenido, no logré una
elevada concentracién de anticuerpos, de manera que las particulas de latex no
quedaron recubiertas en su mayoria por anticuerpos de alta afinidad para el
antigeno diana de la prueba, lo que influy6 sobre la estabilidad a largo plazo del
componente.®*°
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Se logrdé por primera vez mantener una mezcla estable de suspensiones celulares
(control positivo triple) compuesta por bacteria, levadura y parasito,
microorganismos que presentan diferencias de tamafio, permeabilidad y resistencia
a los cambios de temperatura y osmolaridad del medio.** El sistema de
conservacion utilizado evito el decrecimiento de la concentracion inicial del
microbio, lo que permiti6 mantener la aglutinacion de los latex-Ac frente al control
positivo almacenado por un largo periodo, comportamiento que coincide con la
estabilidad hallada a largo plazo por otros autores? que conservaron con éxito
suspensiones celulares de un solo microorganismo a temperatura de refrigeraciéon
(2-8 °C) e inclusive a temperatura ambiente del laboratorio (20-25 °C).

Se considera que T. vaginalis a partir de los 24 meses presenté un dafio en la
membrana celular con pérdida de la aglutinacion, debido a que resulto el
microorganismo mas labil por su mayor tamafio y area superficial, lo que pudo
provocar pérdida de los antigenos de la membrana celular relacionados con la
reaccion de aglutinacion.' Existe otra evidencia que corroboré la menor estabilidad
de T. vaginalis por estudio realizado sobre sistema de obtencién y transportacién de
T. vaginalis, Candida spp y G. vaginalis para su deteccion por hibridacion de acidos
nucleicos, donde se encontré que T. vaginalis tuvo mayor pérdida celular que los
restantes agentes infecciosos mencionados.*?

La adecuada seleccion de sales inorganicas y el empleo de formulaciones simples

en las suspensiones y soluciones, asi como la adicion de azida sédica al 0,1 % como
agente inhibidor del crecimiento microbiano no deseado, preservaron las
propiedades fisicas y el funcionamiento de los latex-Ac y controles de la calidad a
largo plazo.

Los indicadores de la calidad empleados resultaron adecuados para evaluar signos
de deterioro de los componentes, y los valores obtenidos demostraron que el
diagnosticador resultd estable en condiciones de uso diario durante 60 d y en
condiciones de vida de estante durante 12 meses acorde con la estabilidad del
componente menos estable.™'* La obtencién de mayores titulos del anti G. vaginalis
y el empleo de concentraciones en el orden de 107 células/mL para T. vaginalis en
el control triple pueden ser vias para el mejoramiento del producto.

La estabilidad observada del FemPure permitié establecer el periodo de validez y
disponer del producto durante un periodo adecuado para su almacenamiento,
distribucidén y uso sin riesgo de falsos resultados por deterioro del producto.
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